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ORIGINAl 



La presente invention conceme des peptides ou composes peptidiques 
qui comportent au moins une sequence d'acides amines homologue 
d'une partie d'HSP-70, une composition comprenant lesdits peptides et 
son utilisation pour la fabrication d'un medicament destine en 
particulier au traitement du cancer. Dans un autre aspect, la presente 
invention porte sur les anticorps monoclonaux qui se lient a ces 
composes peptidiques, a leur precede de fabrication, a leur utilisation 
dans une trousse de diagnostic et dans une composition destine au 
traitement du cancer. 

Depuis longtemps, les chercheurs ont tente de trouver des mecanismes 
pour stimuler le rejet immunitaire des tumeurs en partant de 
I'hypothese que des antigenes, pouvant servir de cibles, sont exprimes 
a la surface des cellules cancereuses. L'equilibre delicat entre la 
croissance et la regression des tumeurs a fait I'objet de multiples 
theories, notamment en ce qui concerne le role du systeme 
immunitaire. L'immunosurveillance est une theorie seduisante selon 
laquelle que les tumeurs sont detruites au tout premier stade de leur 
developpement pax les mecanismes des defenses immunitaires. Par 
exemple, Tobservation que de nombreuses tumeurs sont infiltrees par 
des cellules lymphoides semble etre un signe de pronostique favorable. 

Cependant, Tincidence des cancers chez des individus 
immunodeficients n'est pas significativement superieure a la population 
generale. Ce fait a ete correle par des experiences realisees sur des 
souris immunodeficientes (nude mice). En effet, ces souris elevees en 
conditions steriles, ne developpent pas plus de tumeurs que les souris 
de genotype sauvage. Ainsi, il est communement admis aujourdTiui que 
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le risque tres legerement accru d 'apparition de cancers chez les 
individus immunodeficients est directement correle avec Tincidence des 
infections virales (virus oncogenes). Cela suggere que la reponse 
immunitaire interviendrait en limitant la dissemination de virus et en 
5 reconnaissant les cellules cancereuses porteuses d'antigenes viraux. 
Lors qu*un virus oncogene integre le genome de la cellule hote, il y a 
expression par lesdites cellules de proteines modifiees qui sont 
susceptibles de constituer des cibles antigeniques. 

Mais en ce qui concerne les tumeurs d'origine non virale, le probleme 
10 majeur pour les defenses immunitaires provient du fait qu'ils n'existent 
pas de flagrantes differences antigeniques avec les cellules normales. 
C'est pourquoi ces tumeurs echapperaient dans une certaine mesure a 
rimmunosurveillance. Certains antigenes specifiquement exprimes par 
des tumeurs non virales ont ete mis en evidence. Par exemple, la 
15 proteine CALLA (Common Accute Lymphoblastic Leukemia Antigen), 
normalement exprimee dans les cellules hematopoietique et reprimee 
dans les lymphocytes B matures normaux, se retrouve surexprimee 
dans les lymphoblastes. Done, les proteines antigeniques des tumeurs 
ne sont pas etrangeres a Torganisme et sont naturellement presentes 
20 dans certaines cellules normales. 

Ainsi, ce qui distingue les proteines antigeniques, et ce qui est 
susceptible d'etre reconnu par les defenses immunitaires, est une 
mutation ou une distribution differentielle ou encore une surexpression. 

25 11 est clair que la reconnaissance desdites proteines par les lymphocytes 
est reduite du fait de leur presence intrinseque dans les cellules 
normales (selection clonale negative). LTiomme du metier doit done 
resoudre ce probleme aiin de trouver un mecanisme d 'activation efficace 
des defenses immunitaires vis-a-vis des cellules cancereuses. Le defi est 

30 d'autant plus grand que la concentration des antigenes est faible et que 
leur presentation par les molecules du CMH est parfois inadequate. 
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L'objectif est done d'identifier des peptides antigeniques specifiques des 
tumeurs qui doivent etre capables de stimuler efficacement les defenses 
immunitaires in vivo, en particulier les lymphocytes T cytotoxiques. 
5 Ces peptides peuvent servir de vaccin comprenant en option des co- 
stimulateurs tels que des cytokines et des lymphokines. 



Farace et al, (1997), a demontre que I'induction de la reponse 
inflammatoire dans ITiypersensibilite de type retarde et au site du 

10 vaccin chez un patient immunise, provient du recrutement de ^ 
seulement quelques clones de cellules T. Ces cellules correspondent aux 
lymphocytes infiltres a I'interieur d*une tumeur et deja amplifies avant 
immunisation. Ainsi, les antigenes des tumeurs peuvent etre utilises 
pour recruter et amplifier localement les lymphocytes T specifiques des 

15 tumeurs. Les cellules activees in vivo peuvent etre d'avantage amplifiees 
par Tadministration d'IL-2. En effet, Kumar A. et al (1996), a montre 
que Tactivite des clones des cellules T est induite dans le sang, et dans 
les tumeurs, des patients recevant riL-2. 

II a ete difficile d'isoler et d'amplifier les clones des Lymphocytes T 

20 cytotoxiques (CTL) specifiques des cellules du carcinome du rein, 

Bernhard et al, (1994), et Brouwenstijn et al, (1996). Cette difficulte 0 
provient du defaut de proliferation des lymphocytes infiltres dans une 
tumeur (TIL), particulierement dans les cellules du carcinome du rein 
(RCC), Alexander et al, (1993). Cependant certains resultats indiquent 

25 que les RCC pourraient etre immunogeniques in vitro car ces tumeurs 
sont souvent largement infiltrees par les lymphocytes T, en particulier 
par les lymphocytes TCR a/P* DR* Thl- polarises, Angevin et al, (1997), 
et a cause du taux de reponse relativement eleve (15 a 20%) a certains 
protocoles d'immunotherapie, Rosenberg et al, (1992). 

30 Un antigene, reconnu par des CTL autologues du RCC, a ete identifie 
par Gaugler et al, (1996). Get antigene est code par un gene, appele 
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RAGE 1, qui est exprime dans de nombreuses tumeurs mais qui est 
absent des tissus adultes normaux, sauf ceux de la retine. II est clair 
que Tutilisation de RAGE 1 pour Timmunotherapie du cancer presente 
des problemes car cela pourrait generer des reactions de rejet auto- 
immunitaires de la retine. Des preparations, comportant Tassociation 
HSP-peptide isolee a partir de cellules cancereuses ou de cellules 
infectees par des virus, conferent une protection immunitaire vis-a-vis 
des tumeurs et des cellules infectees, Blachere et al, (1997). D'autres 
documents, tels que WO 97/10001, WO 97/06828, WO 97/26910, 
Tamura et al, (1993) et (1997), concement le traitement de cellules 
neoplastiques par des complexes HSP70-peptides derives de cellules 
cancereuses. Ces document de I'art anterieur decrivent la capacite 
d'HSP70 a absorber comme une eponge les peptides des cellules. 
L'isolement d'HSP70 provenant de cellules cancereuses permet de co- 
isoler de multiples fragments proteiques de tumeurs qui peuvent 
potentiellement etre antigeniques. 

Ainsi, aucun document de Tart anterieur ne divulgue, ni ne suggere la 
presente invention telle que definie ci-dessous. 

Description de rinvention 

Ainsi, la presente invention conceme des composes peptidiques 
caracterises en ce qu'il comporte au moins une sequence d'acides 
amines ayant au moins 80 % dTiomologie avec les acides amines entre 
les positions 286 et 294 d'HSP-70. Lesdits composes peptidiques 
comportent Tisoleucine, la leucine, la valine, Talanine, la glycine ou la 
phenylalanine a la position 293, et plus particulierement Tisoleucine. 
Les composes peptidiques preferes de Tinvention ont au moins une des 
sequences suivantes : 

- SEQ ID n°l : 286-SLFEGIDrY.294 

- SEQ ID n°2 : 286-SLFEGIDIYT.295. 

- SEQ ID n*^3 : 286-SLFEGIDFYT.295. 
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On entend par compose peptidique une entite constitue au minimum 
par un fragment peptidique d'HSP70 tel que defini ci-dessus ou par une 
succession desdits fragments peptidiques, et ayant eventuellement un 
ou plusieurs autres elements differents des acides amines naturels. Ces 
elements ont pour but de proteger chimiquement ou physiquement 
lesdits fragments peptidiques, et/ou de favoriser leur absorption par 
Torganisme, et/ou leur administration, et/ou leur biodisponibilite. Par 
exemple, cette protection permet aux peptides d'atteindre leurs cibles 
sans subir Taction de diverses proteases presentes dans Torganisme. De 
telles modifications chimiques peuvent egalement augmenter Taffinite 
d'un peptide antigenique pour les molecules HLA-A2 et permettre une 
efficacite accrue du vaccin in vivo, Rosenberg et al, (1998). 
Lesdits elements peuvent etre par exemple: 

- Des groupes chimiques protecteurs connus par lliomme du metier 
reagissant aux extremites NH2 et/ou COOH d'un peptide, cette 
modification ne baissant pas significativement le caractere 
immunogenique du peptide. 

- Des groupes chimiques ameliorant Tefficacite du vaccin in vivo. 

- Des lipides ou des acides gras que Ton attache de fagon covalente 
aux fragments peptidiques pour former des composes peptidiques 
appeles lipopeptides. L'acide palmitoique en est un exemple parmi 
d'autres, Vitiello et al, (1995), incorpore dans la description par 
reference. 

- Une proteine porteuse desdits fragments peptidiques possedant des 
sites de restriction et permettant Tacheminement des fragments 
peptidiques intactes jusqu'a leurs sites d'action dans Torganisme. 

Un deuxieme aspect de Tinvention concerne les fragments d'ADN codant 
pour les fragments peptidiques ci-dessus mentionnes. On entend par 
fragments d'ADN des fragments simples brins, double brins, d'ADN, 
d'ADNc et/ou d'ARN. La sequence nucleotidique correspondant a la 
sequence d 'acides amines desdits fragments peptidiques peut varier de 
maniere a comprendre tous les differents codons possibles pour un 
acide amine donne selon le principe de la degenerescence du code 
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Feuille avant rectlticatkm 



genetique. La presente invention a egalement pour objet un vecteur 
d 'expression d'un fragment peptidique contenant un fragment d'ADN ci- 
dessus mentionne, fusionne a un promoteur fort et efficace dans les 
cellules eucaryotes, et/ou dans les cellules procaiyotes, en particulier 
5 dans les cellules humaines. Le vecteur peut comporter des marqueurs 
de selection et exprimer des adjuvants immunologiques tels que des 
cytokines et/ou des lymphokines, 

L'invention conceme egalement des cellules dendritiques chargees en 
composes peptidiques, et des cellules dendritiques transformees par le 

10 vecteur d 'expression exprimant les fragments peptidiques. Ces cellules 
peuvent etre aussi des macrophages. Nestle et al, (1998), decrit une 
methode de vaccination qui consiste a charger les cellules dendritiques 
prises a un patient par des peptides antigeniques (en culture in vitro), 
et les injecter dans le systeme lymphatique de ce meme patient. Cette 

15 publication est incorporee dans la description par reference. 

Un autre aspect de Tinvention porte sur une composition 
pharmaceutique, comprenant un compose peptidique mentionne ci- 
dessus ou un melange desdits composes peptidiques et en option un ou 
plusieurs facteurs cytotoxiques des tumeurs (cytokines, lymphokines) 

20 par exemple IL-2, IF-y et TNF, et/ou et un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. Une composition pharmaceutique de 
I'invention peut comprendre ledit vecteur d'expression et un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

Le vehicule pharmaceutique peut etre notamment un liposome, une 
25 nano-particule, ou une emulsion lipidiques, charges positivement ou 
negativement. 

Un autre aspect de Tinvention porte sur Tutilisation desdites 
compositions pour la fabrication d'un medicament. Ledit medicament 
est notamment destine pour le traitement du cancer, en particulier des 
30 tumeurs solides, avantageu semen t des carcinomes, des melanomes, des 
neuroblastomas, des cancers du cou et/ou de la tete, de preference des 
carcinomes du rein. Plus specifiquement, il est avantageux d*utiliser les 
composition comprenant un ou des composes peptidiques pour la 
fabrication d\in medicament destine a une immunisation ex situ, et les 



compositions comprenant ledit vecteur d 'expression ou lesdites cellules 
dendritiques pour la fabrication d'un medicament destine a une 
immunisation in situ. 

Les compositions de Tinvention sont utiles pour stimuler les defenses 
immunitaires, en particulier pour augmenter la population des CTL des 
tumeurs et/ou induire la secretion par lesdits CTL de facteurs 
cytotoxiques tels que par exemple IL-2, IF-y et TNF. 

Les mutants a la position 293 d'HSP70-2, et le mutant portant 
specifiquement une isoleucine a la position 293, sont designes 
respectivement par HSP70-2-293 et HSP70-2 1-293. Ainsi, un autre 
aspect de la presente invention, egalement important, porte sur un 
precede de production d'un anticorps qui se lie au mutant HSP70-2- 
293, en particulier au mutant HSP70-2 1-293, comprenant les etapes 
consistant a : 

a) Immuniser un mammifere avec un compose peptidique caracterise 
en ce qu'il comporte notamment une sequence d'acides amines ayant 
au moins 80 % dliomologie avec les acides amines entre les 
positions 286 et 294 de HSP-70, en particulier un compose 
peptidique ayant la sequence SEQ ID n°l ou SEQ ID n''2 ou SEQ ID 
n"3. 

b) Isoler un anticorps monoclonal qui se lie specifiquement a HSP-70- 
2-293, particulierement a HSP70-2 1-293, dans un essai 
immunologique. 

La presente invention comprend aussi un anticorps monoclonal qui se 
lie a HSP-70-2-293, particulierement a HSP70-2 1-293 et un precede de 
detection de la mutation d'HSP70-2-293, en particulier de la mutation 
HSP70-2 1-293, dont les etapes consistent a : 

a) Mettre en contact un echantillon preleve chez un individu avec un 
ledit anticorps monoclonal, 

b) permettre la formation du complexe anticorps- HSP70-2-293, 

c) detecter HSP70-2-293 au moyen d'un marqueur detectable dans le 
complexe ou qui se lie au complexe. 

Dans un mode supplementaire de realisation, la presente invention 
conceme une trousse de diagnostic comportant notamment un ou 
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plusieurs desdits anticorps. Cette trousse peut notaxnment servir pour 
la detection du cancer et pour le pronostique du cancer declare chez un 
individu. Enfin, Tinvention a egaJement pour objet une composition 
pharmaceutique comprenant un ou plusieurs desdits anticorps 
5 monoclonaux et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. La 
presente invention conceme, au meme titre, Tutilisation de la 
composition pharmaceutique susmentionnee en medecine, pour la 
fabrication d'un medicament, notamment pour le traitement du cancer, 
en particulier pour le traitement des tumeurs solides, avantageu semen t 
10 des carcinomes, des melanomes, des neuroblastomes, des cancers du 
cou et de la tete, de preference des carcinomes du rein. 

Description detaillee de l^invention. 

15 

L'objet de presente invention permet done de stimuler les defenses 
immunitaires en augmentant la population des CTL specifiques des 
tumeurs et en induisant la secretion par lesdits CTL de facteurs 
cytotoxiques. Une telle amplification des CTL specifiques revient a 

20 entrainer et a agrandir une veritable armee de cellules qui detruisent les 
tumeurs. En effet, les Lymphocytes T cytotoxiques jouent un role 
particulier dans la reconnaissance des antigenes et s'infiltrent a 
I'interieur meme des tumeurs solides. L'activite des CTL consiste a 
reconnaitre Tantigene associe aux molecules de classe 1 du CMH 

25 syngenique. Les CTL et la cellule cible forment alors une liaison par 
Tassociation TCR-CD8 au CMH I. 

Les etapes du mecanisme de la cytotoxicite sont les suivantes : 
- Reconnaissance, liaison hautement specifique, et formation du 
complexe temaire TCR-CD8-MCHI(peptide antigenique). 
30 - Secretion par les CTL de la perforine et des differentes enzymes en 
direction de la membrane de la cellule cible. 




Formation de canaux dans la membrane de la cellule 
polymerisation de la perforine par une enzyme en prest, 
calcium {canaux polyperforines). 

- Passage de proteases et de toxines a travers les canaux et actior. 

5 rinterieur de la cellule cible. \ 

- D'autres facteurs toxiques tels que le TNF-a, la lymphotoxine (TNF- 
p), et riFN-y liberes par les CTL se fixent sur des recepteurs 
specifiques de la membrane de la cellule cible. On observe alors une 
apoptose, caracterisee par la fragmentation de I'ADN, par des 

10 bourgeonnements de la membrane cytoplasmique, par la 

desintegration de la cellule en petits fragments (corps apoptotiques). 

Un objet de Tinvention est done de fournir a Torganisme des quantites 
suffisantes de peptides a fort potentiel immunogenique et specifiques 
15 des tumeurs. De tels fragments peptidiques sont tres rares, dilues 
parmi une infinite de peptides, et difficiles a identifier. En effet, la 
liaison des peptides avec la molecule du CMH se situe dans une 
invagination de topologie et de proprietes physico-chimiques precises, 
qui varient selon la nature des acides amines impliques. Ainsi un 
20 peptide (environ 9 acides amines) se lie a un CMH en fonction de la 
nature de ces chalnes laterales et de sa complementarite avec la cavite 
de la molecules du CMH. Cette association au CMH se realise dans des 
organismes intracellulaires particuliers. Les proteines antigeniques sont 
generalement degrades en peptides dans les proteasomes (complexes de 
25 proteinases multicatalytiques ubiquitaires) avant le transport desdits 
peptides dans le reticulum endoplasmique rugueux (RER). La synthese 
des CMH I et I'assemblage avec les peptides a lieu dans le RER. Puis les 
complexes antigene-CMHl sont exportes a la surface des cellules en 
passant par Tappareil de Golgi, On comprend done pourquoi seuls 
certains peptides peuvent se lier au CMH I. En ce qui conceme les 
peptides de la presente invention, on a demontre (V, infra) qu'ils 
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possedent une constante de dissociation Kd tres faible (tres forte 
association). En ce sens, ils permettent d'activer le systeme immunitaire 
efficacement, en particulier les CTL. 



5 Les CTL specifiques du RCC peuvent etre isoles a partir des 
lymphocytes infiltres dans la tumeur (TIL) d*un patient. Au moins 80% 
des TIL du RCC sont des cellules CD8* DR+ LAG-3* activees, Angevin et 
al, (1997). A la suite d'une courte activation in vitro de ces TIL, une 
reponse de type polarise Thl a ete observee (secretion d*IL-2 et 

10 d'interferon y, mais pas d'IL-4). En revanche, Finke et al, (1993) a 
public que le defaut apparent d'activite des TIL in vivo est du aux 
mauvais fonctionnement des differentes cascades de regulation dans 
ces cellules. Cependant, parmi les 5 CTL decrits dans la presente 
invention, le clone 2A11 (TCRBV1J1S6) est particulierement interessant 

15 puisqu'il est amplifie au site de la tumeur et represente jusqu'a 3% des 
TCR a/P*" TILs. De plus, ce clone reconnait un antigene specifique des 
tumeurs presente par HLA-Cwl6, Angevin et al, (1997). Ceci demontre 
done que les molecules HLA-C sont capables de presenter des elements 
au site de la tumeur chez ce patient. 

20 HSP70 est code par le locus duplique (HSP70-1, HSP70-2) localise 

dans la region MHC a 92 Kb du gene C2 en direction du telomere, 
Milner et al, (1990). Ce segment d'ADN est appele region de classe IV et 
comprend au moins 7 genes impliques dans les reponses 
inflammatoires et de stress, Gruen, (1997). Les deux genes sans intron 

25 (HSP70-1 et HSP70-2) codent pour une proteine identique de 641 acides 
amines. II y a quelques differences de sequences dans la region 
promotrice et une complete divergence dans la region 3* non traduite. 
En utilisant une sonde specifique d-HSP70-2, on a montre une elevation 
de la quantite d'ARNm (2,4 Kb) a la suite d'un choc thermique. La sonde 

30 HSP70-2 a permis de detecter une faible quantite de d'ARNm de 2,4 Kb 
dans YARN constitutif des lignees cellulaires de la tumeur RCC et dans 
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des echantillons chirurgicaux congeles de ladite tumeur. La raison pour 
laquelle la lignee cellulaire allogenique HLA-A2* RCC, qui exprime de 
faibles niveaux d'ARNm HSP70-2, n*a pas ete tuee par CTL 1 1C2, peut 
etre due a la difference observee lors des essais de sensibilisation de la 
5 cible (Target Sensitization Assays) entre les peptides mutes et le 
decapeptide sauvage 286-295 (5x10-^^ M et 5x10*^ M respectivement 
pour la demi-lyse maximale). F^iisqu'il est improbable que la mutation 
ponctuelle a la position 293 ait lieu dans chacune des 6 lignees 
cellulaires allogeniques HLA-A2'*' testees dans les essais de cytotoxicite, 

10 on peut conclure que Tassociation du decapeptide sauvage 286-295 
avec HLA-A2 dans les cellules cibles n'est pas suffisant pour induire la 
mort des CTL 11C2. En revanche, la transcription et la surexpression 
d'HSP70-2 sauvage dans les cellules COS-7 induisent la secretion de 
TNF par CTL 11 C2. 

15 On sait que les HSP sont des molecules non polymorphiques, qui 

ne different pas dans leur structure primaire parmi les tissus normaux 
et les cancers ou parmi les cellules normales et les cellules infectees par 
des virus. Ainsi, la capacite d'immunisation de preparations 
comprenant HSP est due a Tassociation des molecules HSP avec des 

20 peptides generes par les cellules dans lesquelles les HSP ont ete isoles. 
En effet, les complexes HSP-peptides peuvent etre generes in vitro et 
I'activite biologique de tels complexes est comparable a celle des 
complexes HSP-peptide generes in vivo, Blachere et al, (1997). Si cette 
observation demontre que les HSP sont des adjuvants elicitant une 

25 reponse des cellules T CDS*, nos resultats indiquent que certains 
fragments peptidiques d'HSPTO sont directement immunogenes. 



Pour la suite de la description et pour les exemples, on se referera aux 
figures dont la legende est indiquee ci-dessous. 
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Legendes 

Figure 1 : Activite specifique lytique du clone 11C2 contre la lignee 
cellulaire autologue RCC-7. 

La cytotoxicite des CTL-1 1C2 vis-a-vis de la lignee cellulaire RCC- 
7 a ete testee par Texperience standard de liberation du chromium 
(chromium release assay) a differents ratios effecteur/cible (ratio E/C). 
L'inhibition de Tactivite cytotoxique de 1 1C2 a ete testee apres plusieurs 
preincubations des CTL pendant deux heures avec le mAb (anticorps 
monoclonal) de classe 1 anti-HLA indique, a une concentration de 
saturation predetermines 

Figure 2 : Secretion de TNF par le clone CTL-1 1C2 lors de la 
stimulation avec la lignee cellulaire autologue RCC-7. 

5 000 CTL ont ete incubes avec 20 000 cellules RCC-7. La 
quantite de TNF a ete mesuree apres 20 heures de culture, en testant la 
toxicite des sumageants avec des cellules WEHI-164 (clone 13) 
sensibles au TNF. L'inhibition de la secretion de TNF a ete testee apres 
preincubation du clone 11C2 pendant deux heures avec le mAb anti- 
HLA de classe 1 tel qu'indique. 

Figure 3 : Cytotoxicite des CTL 11C2 sur de multiples lignees 
cellulaires allogeniques RCC. 

11C2 a ete teste sur la lignee autologue RCC-7 et sur de 
multiples lignees cellulaires allogeniques RCC (RCC-8, RCC-9, RCC-10 
et RCC- 11) lors d'une experience standard de liberation du chromium 
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au ratio E/C indique. Les molecules HLA qui correspondent sont 
indiquees entre parentheses. 

Figure 4 : Stimulation du CTL 11C2 par les ceUules co-transfectees 
temporairement avec l»ADNc HLA-A*0201 autologue et I'ADNc A 18. 

On a rajoute le CTL 11C2 48 heures apres la co-transfection. Le 
TNF contenu dans les sumageants a ete estime 20 heures apres en 
testant sa toxicite sur les cellules WEHI-164 {clone 13). Les cellules 
stimulatrices comprennent la lignee cellulaire RCC-7 comme controle 
positif et les cellules COS-7 non transfectees ou transfectees avec 
I'ADNc HLA*0201 seul, comme controle negatif. 



Figure 5 : Localisation de la region epitopique d'HSP70-2 reconnu 
par le CTL 1 1C2. 

(A) La longueur totale du I'ADNc HSP70-2 est representee 
schematiquement en noir et blanc. 5' UT et 3" UT correspondent aux 
regions non traduites 5' et 3' respectivement. La region codante (en noir) 
commence avec le site d'initiation de la traduction (codon ATG) et 
correspond au nucleotide nt+1. Les multiples clones tronques obtenus a 
partir de I'ADNc A18 sont representes en gris. L'ADNc A 18 commence 
au nucleotide 577 de la region codante. Le nucleotide mute est marque 
par une asterisque (position 877). 

(B) illustre la stimulation du CTL 11C2 par les cellules COS-7 co- 
transfectees temporairement avec le I'ADNc HLA-A*0201 autologue et 
avec chacun des differents ADNc A 18 tronques. Les cellules 
transfectees ont ete incubees pendant 24 heures avec 5 000 CTL 11 C2 
et la quantite de TNF a ete mesuree 20 heures apres. Les cellules 
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stimulatrices controles comprennent les cellules COS-7 non 
transfectees ou transfectees avec I'ADNc A18 seul comme controle 
negatif et co-transfectees avec les ADNc A 18 et A*0201 comme controle 
positif. 

Figure 6 : Lyse par CTL 11C2 de la lignee cellulaire autologue 
transformee par £BV et incubee avec les peptides codes par HSP70- 
2 

2 000 cellules transformees par EBV, marquees avec Cr^^ ont ete 
incubees pendant 1 heure en presence des peptides d*HSP70-2 indiques 
a de multiples concentrations. CTL 1 1C2 a ensuite ete ajoute a un ratio 
effecteur/cible (E/C) de 31/1. Le relargage du chrome a ete mesure 4 
heures apres. Les asterisques indiquent I'acide amine mute. 

Figure 7 : Induction de Texpression d'HLA-A2 sur les cellules T2 par 
les peptides antigeniques d*HSP70-2. 

Les cellules T2 ont ete incubees a 26° C pendant 16 heures en 
milieu prive de serum, avec ou sans peptide a une concentration de 20 
I^M. Ensuite, les peptides ont ete de nouveau rajoutes et les cellules ont 
ete incubees a 37° C. Aux intervalles de 30 minutes ou d'une heure, les 
culots des cellules ont ete collectes et le changement de I'expression 
d'HLA-A2 a ete analyse par cytometric de flux avec un mAb anti-HLA-A2 
(MA2.1). Les sequences d'acides amines des peptides sont representees, 
I'aminoacide mute est representee par une asterisque. 

Figure 8 : Analyse Northern Blot 

L'ARN cytoplasmique total (15 |ag), derive de la tumeur RCC-7 ( 
range n^'l), de la lignee cellulaire RCC-7 (n^2), et la lignee cellulaire 
autologue transformee par EBV (n^'S), soit maintenu a 37°C (sous- 



range C) ou traite par choc thermique pendant 2 heures a 40° C (sous- 
range HS), a ete fractionne sur gel d'agarose-formaldehyde denaturant 
et transfere sur membrane de nylon Hybond-N+. Le Northern Blot a ete 
hybride par les sondes constituees d*un fragment specifique d'HSP70 et 
de I'ADNc de la glyceraldehyde-3-phosphate-deshydrogenase (GAPDH). 
La position de la migration des ARN 28s et 18s est presentee. Le 
transcript HSP70-2 d'environ 2, 4 Kb est indique par une fleche au- 
dessus de TARN 18s et de I'ARNm GAPDH. 

Les travaux de la presente invention ont permis Tisolation de 
clones CTL-RCC provenant de TIL (lymphocytes infiltres dans la 
tumeur) obtenus lors de trois experiences differentes et en utilisant 
deux conditions experimentales (utilisation de IL-2 ou de IL-2 + IL-7 + 
IL-12). Entre le 20^"^'^ et le 30^"^^ jour, les cellules, appartenant aux 
cultures qui montrent une lyse importante de la lignee cellulaire 
autologue de la tumeur RCC-7, ont ete donees par dilution limite. Sur 8 
clones obtenus par ce protocole, 5 ont ete retenus en fonction de leur 
phenotype TCR distinct. Tous les clones sont des cellules cytotoxiques 
CD4- CDS* TCR a/p-^ et produisent TNF lorsqu'ils sont stimules par des 
cellules autologues de la tumeur. L'effet bloquant des mAb anti-classe 1 
WC/32 a montre que Tactivite cytotoxique est restreinte aux molecules 
CMH I (Figure 1). Lactivite lytique du clone 1 1C2 a ete bloquee par mAb 
MA2.1 specifique de HLA-A2 (figure 2). Ce resultat suggere que HLA-A2 
est la molecule de presentation pour 11C2, et que 11C2 reconnait les 
cellules autologues des tumeurs (figure 3). 

Identification de TADNc de l*antigene reconnu par CTL 11C2 

Afin d'identifier le gene codant pour Tantigene on a utilise une 
approche genetique, comprenant la transfection d'une librairie d'ADNc 
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provenant de la tumeur RCC dans des cellules COS-7 avec I'ADNc 
codant pour la molecule HLA-A2 de presentation, Seed B., (1987). Le 
vecteur d'expression utilise contient I'origine de replication de SV40, ce 
qui permet une multiplication considerable des episomes du plasmide 
5 transfecte et done une expression elevee des genes transfectes. On a 
utilise une librairie d'ADNc construite dans le vecteur d'expression 
pcDNA I en utilisant les ARN provenant de la lignee cellulaire RCC-7. 
Cette librairie a ete divisee en 400 parties de 200 plasmides 
recombinants et chaque partie a ete co-transfectee en double avec la 

10 construction pcDNA I HLA-A*0201 autologue dans les cellules COS-7. 
Les cellules COS-7 ont ensuite ete testees pour leur capacite a stimuler 
la production de TNF par le clone 11 02. Apres 48 heures, les cellules 
COS-7 co-transfectees ont ete incubees durant la nuit avec 11C2 et la 
concentration de TNF dans le surnageant a ete determinee par son 

15 action cytotoxique sur des cellules WEHI. La quantite de TNF dans les 
surnageants est en dessous de 5 pg/ml sauf pour deux paires (40 et 45 
pg/ml) d'experiences dupliquees. Le deuxieme criblage a ete realise en 
transfectant les cellules COS avec 100 parties de 20 plasmides 
recombinants provenant de I'extraction de doubles positifs. Enfin, un 

20 troisieme criblage nous a conduit a I'isolation de deux clones d'ADNc 
(appeles A8 et B65), qui permettent de transferer Texpression de 
I'antigene dans les cellules COS-7 HLA-A*0201*. Les resultats obtenus 
avec le clone d'ADNc A 18 est presente a la figure 4. 

La sequence du plus long ADNc (A 18) est de 1,9 Kb avec une 

25 homologie de 100% aux nucleotides de 577 a 2876 de TADNc d'HSP70- 
2, a I'exception d'une mutation a la position 877 (une adenine au lieu 
d'une thymine). La position +1 est le site d'initiation de la traduction 
d'HSP70-2, Milner et al, 1990. 

Dans le but d'identifier la longueur totale de TADNc d*HSP70-2 et pour 
30 verifier si la mutation est seulement presente au site de la tumeur, nous 
avons realise une PGR (HSP70-2 est un gene sans intron) sur I'ADN 
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provenant de Textraction des cellules RCC-7 et des cellules B 
transformees par EBV et des blastes PHA. Un produit unique de 2 Kb, 
correspondants au nucleotide -36 -1974, a ete obtenu dans chacun des 
cas et a ete subclone dans le vecteur pcDNA I pour sequengage et 
expression. 4 des 7 clones d'ADN, obtenus a partir du fragment de la 
tumeur, possede la mutation. Pour les cellules transformees par EBV et 
les blastes, aucune des 14 sequences d'ADN analysees ne porte la 
mutation. Ainsi, la mutation est presente seulement sur un 
chromosome dans les cellules tumorales et absente dans les cellules 
norm ales. 

Identification du peptide antigenique 

Afin de delimiter la region nucleotidique minimale codant pour le 
peptide antigenique, de multiples ADNc tronques ont ete obtenus a 
partir du clone d'ADNc A 18. L'utilisation de Texonuclease III a permis de 
generer progressivement des deletions a partir de I'extremite 3' de 
I'ADNc (figure 5). Ces fragments d'ADNc ont ete co-transfectes dans les 
cellules COS-7 avec TADNc HLA-A*0201 autologue. Une region 
nucleotidique minimale codante a ete localisee entre les nucleotides 730 
et 944. La troncation dans la region portant Tunique mutation 
specifique de la tumeur abolit la reconnaissance par CTL 11C2. On a 
recherche des peptides portant le motif de liaison HLA-A*0201 dans 
cette region et parmi les 18 peptides testes, seulement 2 (le nonapeptide 
SLFEGIDIY, acides amines 286 a 294, et le decapeptide SLFEGIDIYT, 
acides amines 286 a 295), portant le residu mutant isoleucine a la 
position 8, furent reconnu. La demi-lyse maximale a ete obtenue avec 
seulement 5 x 10*^ ^ M du decapeptide comparee a 5 x lO-^ M du 
nonapeptide (figure7). CTL 11C2 reconnait egalement le decapeptide 
sauvage 286-295 (SLFEGIDFYT) avec une demi-lyse maximale de 5 x 
10 ® M mais pas le nonapeptide sauvage 286-294 (figure 6). 
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Liaison des fragments peptidiques d*HSP70-2 a HLA-A2 

Les peptides antigeniques, pouvant lier HLA-A2, peuvent reguler 
positivement Texpression des molecules HLA-A2 dans les cellules T2, 
Nijman et aJ. (1993). La capacite de liaison des decapeptides 286-295 
d*HSP70-2 (mute et sauvage) a ete comparee a celle du nonapeptide 
286-294. La liaison de ces deux decapeptides est stable sur une periode 
de 4 heures a 20 [iM sans presenter de difference entre les formes 
mutantes et sauvages (figure 8). Les nonapeptides HSP70-2 sont moins 
efficaces, mais leur liaison est comparable a celle du peptide MART- 1 27- 
35 sur HLA-A2. Comme on pouvait s'y attendre, aucun effet n'a ete 
observe pour le peptide controle HLA-B7 (voir figure 8). 

Analyse Northern blot 

Une sonde specifique au locus HSP70-2, incluant la region 3* non 
traduite, a ete utilisee pour examiner I'expression du gene HSP70-2. Un 
ARNm de 2,4 Kb a ete mis en evidence dans les cellules autologues 
transformees par EBV. De meme, un faible niveau d'expression a ete 
observe dans les cellules RCC-7 non traitees et dans les echantillons 
chirurgicaux congeles de RCC-7 (figure 8). De faibles niveaux 
d'expression ont egaJement ete observes dans d'autres tumeurs, 
notamment dans les melanomes, les neuroblastomes, les 
adenocarcinomes du colon et les fragments de tumeurs de la vessie. 

Bxemple 1 : Etablissement des lignees cellulaires RCC. 

Les lignees cellulaires ont ete etablies a partir des cellules du 
carcinome du rein RCC comme decrit precedemment par Angevin et al, 
1997. En resume, les tumeurs primaires ont ete obtenues a partir de 
patients non traites qui ont subi une nephrectomie radicale en notre 
institution- Le patient 7 (HLA-A2, -A29 -B44, -B51 -Cwl5, -Cwl6) est 
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un individu male de 54 ans avec un RCC metastatique. Apres chirurgie 
et digestion enzymatique, des suspensions de cellules fraiches des 
tumeurs RCC ont ete ensemencees dans un milieu de culture compose 
de Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM), penicilline (50 lU/ml), 
streptomycine (50 jag/ml), 1% de L-glutamine a 200 mM, 1% de sodium 
pyruvate a 200 mM, 10% de serum foetal de veau (FCS), et 1% de 
Ultroser G (Gibco-BRL, Paisley, UK). Ce milieu est appele dans la suite 
du document « milieu RCC ». Toutes les lignees des cellules tumorales 
ont ete maintenues dans ce milieu RCC. La lignee cellulaire RCC-7 a ete 
obtenu a partir de la tumeur primaire du patient 7. 

Exemple 2 : Cellules et milieux de culture 

La lignee cellulaire autologue EBV a ete obtenue apres infection 
de PBMC du patient 7. La lignee cellulaire transformee par EBV a ete 
maintenue dans RPMI 1640 (Gibco-BRL), supplementee avec 10% de 
FCS, 

Le clone 13 de WEHI-164, une lignee cellulaire du fibrosarcome 
de la souris sensible a TNF, a ete foumi avec diligence par Benoit Van 
Den Eynde (Ludwig Institute for Cancer Research, Bruxelles, Belgique) 
et a ete mis en culture dans RPMI 1640 (Seromed, Biochrom KG, Berlin, 
AUemagne) supplements avec de la L-glutamine, du sodium pyruvate, 
des antibiotiques, et 5% de FCS a une concentration de 0,01 a 0,05 x 
10^ cellules/ml. 

La lignee cellulaire humaine mutante CEM x 721, 174 .T2 (T2), 
Salter et al, (1989), a ete maintenue dans RPMM640 supplements avec 
10% de FCS. Cette lignee cellulaire a ete foumie avec diligence par 
Pierre Langlade (Institut Pasteur, Paris, France). Toutes les cultures 
cellulaires ont ete maintenue dans une atmosphere saturee en eau, et 
avec une teneur de 5% en CO2. 
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Exemple 3 : Etablissement des lignees cellulaires TIL 

Les TIL, provenajit des suspensions de la tumeur, ont ete inocules 
dans des flasques contenant RPMI 1640, de la penicilline, de la 
5 streptomycine, 1% de L-glutamine, 1% de sodium pyruvate et 8% de 
serum humain AB (Institut Jacques Boy S.A., Reims, France), appelees 
milieu complet. Deux conditions de stimulation ont ete utilisees : 

1- Les TIL ont ete cultives comme decrit precedemment, Angevin 
et al (1997). Les TIL ont ete inocules a une concentration finale 
10 d'environ 2x10^ TIL/ml en milieu complet supplemente avec 5 lU/ml 
de rIL-2 (Roussel-Uclaf, Romainville, France). A partir du 3^"*^ jour, les 
cultures ont ete nourries tous les trois jours en utilisant le milieu 
complet avec 30 lU/ml de rIL-2 et 3% de facteur de croissance des 
cellules T (TCGF). 

15 Dans la deuxieme condition, les TIL ont ete ensemences a la 

meme concentration en milieu complet supplemente avec 10 lU/ml de 
rIL-2, 50 lU/ml de rIL-7 (Sanofi, Toulouse, France) et 10 lU/ml de rlL- 
12 (Genetics Institute, Cambridge, MA) pendant trois jours, A partir du 
3emc jour, les TIL ont ete nourris en utilisant le milieu complet avec 30 

20 lU/ml de rIL-2, 50 lU/ml de rIL-7 et 10 lU/ml de rIL-12. Le phenotype 
et I'activite cytotoxique des lignees cellulaires TIL ont ete caracterises 
apres 14 et 21 jours de stimulation. 



Exemple 4 : Anticorps monoclonaux (xnAb), agent serologique, et 
25 analyse phenotypique 

Les mAb conjugues soit a la fluoresceine (FITC) ou avec la 
phycoeiythrine (PE), diriges contre le TCR a/P, CDS (Leu4), CD4 
(Leu3a), CDS (Leu8), CD80 (B7.1), HLA DR (L249), ont ete achetes chez 
30 Becton Dickinson (Mountain View, CA). CD56 (NKHIA) provient de 
Coultronics (Hialeah, FL). Les TIL ont ete caracterises par double 
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immunocoloration en incubant les cellules pendant 30 mn a 4" C avec 
FITC- ou PE-mAb. L'analyse de cytometrie de flux a ete realisee sur un 
FACScan (Becton Dickinson) et en utilisant le logiciel Cellquest. Les 
ascites du Laboratoire ont ete W6.32 (anti-HLA-A/B/C), MA2.1 (anti- 
HLA-A2 et-B17) et Bl.23.2 (anti-HLA-B/C) et ont ete selectionnes pour 
les experiences fonctionnelles et d'immunofluorescence a des 
concentrations de saturation predeterminees jusqu'a une dilution finale 
entre 1/200 et 1/2000. 

Bxemple 5 : Clonage des lignees cellulaires TIL 

Apres 3 semaines de culture, les lymphocytes ont ete clones en 
les diluant jusqu'a la limite. Le clonage a ete realise entre 600 a 0,6 
cellules/puits dans des plaques a 96 puits contenant le milieu RPMI, 
supplemente de 8% de serum humain AB, 30 lU/mL de rIL-2 et 3% de 
TCGF. Au fond des puits, on a cultive une couche nourriciere 
constituee de cellules tumorales autologues irradiees (Ix 10"* / puits), 
de lymphocytes allogeniques irradies (8 x 10"* par puits) et de cellules 
irradiees transformees par EBV (2 x lO'' / puits). Les clones ont ete 
nourris 3 fois par semaine avec le milieu complet contenant rIL2 et 
TCGF. Le phenotype immunologique et la cytotoxicite ont ete 
caracterises pour les cellules donees. 

Exemple 6 : Test de cytotoxicite 

Les tests de cytotoxicite ont ete realises en utilisant Texperience 
standard de liberation du chrome pendant 4 heures comme 
precedemment decrit, Angevin et al (1997). En resume, 2 x 10^ cellules 
cibles marquees au Cr^^ ont ete incubees pendant 4 heures a 37*^ C 
avec les cellules effectrices a differents ratio E/T dans un volume final 
de 200 ^1. Concemant Tinhibition de la lyse par les mAb, les cellules 




cibles ont ete preincubees pendant deux heures en presence de 
concentrations saturantes de mAb avant I'addition des cellules 
effectrices. A la fin de Tincubation, 40 |il de sumageant ont ete 
transferes sur plateau « Lumaplate 96 solid scintillation plates » 
5 (Packard Instruments, Meriden, CT), ont ete seches toute la nuit, et 
comptes dans un compteur de radioactivite Beta (Packard Instruments). 

Exemple 7 : Clonage et expression des molecules HLA 



10 Les alleles HLA de classe 1 ont ete clones en utilisant la methode 

PGR decrite par Ennis et al, (1990), avec quelques legeres modifications. 
UARN total a ete prepare a partir de la lignee cellulaire RCC-7 en 
utilisant RNA^ (Bioprobe Systems). Le premier brin d'ADNc a ete 
sjmthetise avec une sonde oligo(dT) et la reverse transcriptase 

15 (Invitrogen). L'ADNc a servi de matrice pour une amplification PGR a 30 
cycles avec les sondes suivantes : 

- 5P2-H (5'-GGGGAAGGTTGGAGTGAGAATGTGGGGAGAGGGCGAG-3') , 
SEQ ID nM 

- 3P2-X (5'-GCCCTCTAGATCTCAGTCCCTCACAAGGCAGCTGTC-3*) , 
20 SEQ ID n°5 

Ces sondes correspondent respectivement aux sequences 
consensus des regions non traduites 5* et 3' des alleles de classe 1, Ces 
sondes sont identiques aux sondes HLA-5P2 et HLA-3P2 decrites 
precedemment, Ennis et al. (1990), sauf pour le site de clonage (on a 

25 remplace les sites Sal I et Hind III pour 5P2 et Hind III et Xba I pour 3P2 
respectivement. Les produits PGR ont ete digeres avec Hind III et Xba I 
et ligatures dans le plasmide pcDNA I (Invitrogen). Ces constructions 
ont ete transfectees dans E. Coli MC 1061/P3. L'ADN plasmidique a 
ensuite ete extrait a partir de plusieurs colonies en utilisant des 

30 colonnes GIAGEN (Qiagen), Le sequengage de I'ADN a ete realise en 
utilisant "ABI PRISM Dye Terminator cycle sequencing ready reaction 
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kit", (Applied Biosystems) et un sequenceur d'ADN automatique. Les 
sequences ont ete comparees aux sequences nucleotidiques HLA de 
classe I disponibles dans les banques de donnees. 

Exemple 8 : Construction de la librairie d'ADNc 

L'ARN Poly(A)+ a ete extrait a partir de la lignee cellulaire RCC-7 
en utilisant le systeme d'isolation d'ARNm (Fast Track kit 2.0, 
Invitrogen} en respectajat les instructions du fabricant, Le premier brin 
de TADNc a ete synthetise en utilisant la transcriptase inverse AMV 
avec une sonde oligo-dT contenant un site Not I a son extremite 5*. 
L'hybride ARN-ADNc cree par la synthese du premier brin, a ete 
transforme en ADNc double brin par I'ADN polymerase I en 
combinaison avec la Rnase H et I'ADN ligase d*E. Coli. Ensuite, on a 
utilise TADN polymerase T4 pour faire une coupure franche dans 
I'ADNc. Des adaptateurs BstX I ont ete rajoutes et la taille de L'ADNc a 
ete obtenue par fractionnement sur gel d'agarose. L'ADNc de taille 
voulue (superieure a 800 nucleotides) a ete ligature a I'interieur du 
vecteur pcDNA I coupe par BstX I/Not I et la souche E. Coli appropriee 
(MC1061/P3) a ete transformee. Pour les experiences de criblage, TADN 
plasmidique obtenu a partir de certaines colonies de bacteries a ete 
prepare selon le protocole suivant : 100 ou 200 colonies, cultivees en 
milieu LB-agar (avec 30 [xl/ml d'ampicilline et 10 ^il/ml de tetracycline), 
ont ete ensemencees dans 2 ml de milieu LB et incubees toute la nuit a 
37° C. L'ADN plasmidique a ete extrait en utilisant la methode de lyse 
alcaline, Bimboim et al, (1979) et a ete resuspendu dans 30 jal dans Tris 
lOmM-EDTA ImM pH 7,5 contenant 20 ixl/ml d'RNAse A, La 
concentration de TADN plasmidique a ete ajustee a 40 ng/M.L 

Exemple 9 : Transfection des cellules COS-7 et criblage des 
transfectants 
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Les experiences de transfection ont ete realisees par la methode 
"DEAE-dextran-chloroquine, Brichard et al. (1993). Trois jours avant la 
transfection, les cellules COS-7 ont ete ensemencees dans des plaques 
avec 96 micropuits a la concentration de 5 x 10^ cellules/puits dans 
150 111 de milieu RPMI contenant 20% de serum foetal de veau. Pour la 
transfection, le milieu a ete remplace par 30 |il de DEAE- 
Dextran/ melange d'ADN. Ces melanges ont ete prepares pour des 
doubles transfections dans des micropuits en rajoutant 
sequentiellement : 

- 200 ng d'ADN plasmidique provenant de la librairie d'ADNc, 
. 200 ng de plasmide pcDNA I/HLA-A*0201, 

- 25 |il de NaCl a 150 mM, Tris 10 mM, pH 7,4 (appele tampon TBS), 

- 35 III de TBS contenant 1 mg/ml de DEAE-Dextran (Pharmacia 
Biotech Europe GmBH, Saclay, France). 

Les cellules ont ete incubees avec ce melange plus 150 jil de DMEM 
supplements avec 10% de « NuSerum » non complemente (Becton 
Dickinson) et 100 mM de chloroquine (Sigma-Aldrich Chimie SARL, 
Saint Quentin Fallavier, France), pendant 30 minutes a temperature 
ambiante. Ensuite les cellules ont ete incubees 4 heures a 37** C sous 
une atmosphere de 5% en CO2. Apres incubation, le milieu a ete enleve, 
et les cellules ont ete incubees 2 mn dans PBS Ix contenant 10% d'une 
solution de dimethylsulfoxide. Les cellules ont ete lavees 1 fois avec PBS 
Ix et incubees dans RPMI contenant 10% de FCS pendant 48 heures. 
Le milieu a alors ete enleve et les cellules ont ete lavees Ifois avec PBS 
Ix. 5 000 CTL ont ete rajoutes aux puits dans 100 nl de RPMI 
contenant 10% de FCS. Apres 20 heures, le sumageant a ete coUecte et 
sa teneur en TNF a ete determinee en testant sa cytotoxicite sur les 
clones 13 WEHI-164 dans un test colorimetrique MTT(3-(4,5- 
dimethylthiozole]-2,5-diphenyle-tetrazoliume bromide (Sigma-Aldrich), 
comme decrit precedemment, Traversari et al. (1992). Concemant 
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I'inhibition de la secretion de TNF par les mAb, les cellules cibles ont ete 
preincubees pendant 2 heures en presence d'une concentration 
saturante de mAb avant I'addition des cellules effectrices pendant 20 
heures de plus. 

Exemple 10 : Test PGR pour I'isolation de la longueur totale 
d'HSP70-2 

L'ADN genomique a ete extrait a partir de la lignee cellulaire RCC- 
7 avec DNAzoFm (Life Technologies). 1 ^l de I'ADN a ete utilise pour une 
reaction PGR en utilisant I'ADN polymerase Taq (Perkin Elmer). Les 
sondes suivantes ont ete utilisees : 

- la sonde HSP70-2A, 5'-GGGCAAGCTTAGTCTCAGAGCGGAGCCAAC-3' 
(nucletotides -36 a -18, sense), SEQ ID n°6, 

- la sonde HSP70-2B, 5'-GCCCTCTAGAGTCCCAACAGTCCACCTCAA-3' 
(nucleotides 1955 a 1974, anti-sense), SEQ ID n°7. 

Ces sondes contiennent les sites de restriction Hind III et Xba I 
respectivement. Les conditions pour la PGR ont ete 98° C pendant 1 mn 
suivie de 30 cycles d'amplification (98° C pendant 15 sec, 65° C 
pendant 1 mn, 72° C pendant 2 mn, avec une extension finale pendant 
10 mn a 72° C). Le produit PGR obtenu a ete digere par Hind III et Xba 
I, purifie sur billes de verre absorbent (Geneclean) et a ensuite ete sous- 
clone dans les sites Hind III et Xba 1 du vecteur d'expression pcDNA I 
pour sequengage et cotransfection avec HLA-A*0201 dans les cellules 
GOS-7. 

Exemple 11 : Identification de la region minimale nucleotidique 
codante pour le peptide antigenique 

L'ADNc A 18 a ete isole a partir de la librairie d'ADNc fabrique a 
partir du vecteur d'expression pcDNA 1. Le plasmide a ete digere avec 
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Sph I et Xba I avant traitement avec I'exonuclease III afin de generer des 
deletions progressives a partir de Textremite 3" de I'ADNc A 18. Afin 
d'obtenir un nombre important de clones d'ADNc tronques, on a utilise 
le "Exo Mung Bean Deletion Kit" (Stratagene). Apres ligature, la bacterie 
E. Coli MC1061/P3 a ete transformee avec les ADNc tronques. L'ADN 
plasmidique a ete extrait a partir de chaque clone, puis sequence et 
cotransfecte avec HLA-A*0201 dans les cellules COS-7. 

Exemple 12 : Synthese et test de reconnaissance des peptides 

Dans le test de criblage, les peptides utilises ont ete synthetises 
par la "PepSet technology" (Chiron Technologies, Suresnes, France). 
Pour les tests fonctionnels, les peptides ont ete synthetises sur phase 
solide en utilisant F-moc (protection NH2-terminale temporaire) et ont 
ete purifies par HPLC preparative. L'HPLC analytique indique que les 
peptides sont purs au moins a 95%. Les peptides lyophilises ont ete 
dissous a 10 mM de DMSO dans I'eau et conserves a -20° C. On a 
utilise les peptides lors d'un test de liberation du chrome. 2 000 cellules 
autologues transformees par EBV, et marquees au Cr5', ont ete 
incubees pendant 1 heure a 37° C sur des plaques a 96 puits avec 
diverses concentrations de peptides avant d'ajouter CTL 11C2. 

Exemple 13 : Test de liaison des peptides 

Les cellules T2, Nijman et al. (1993), ont ete cultivees 48 heures 
avant le test dans un milieu AIM-V prive de serum (Gibco-BRL). Pour 
les tests de liaison, les cellules T2 (10^) ont ete incubees a 26*' C 
pendant 16 heures dans le meme milieu dans 0,8% de DMSO, avec ou 
sans peptide a une concentration de 20 nM. Ensuite les peptides (20 
^M) ont ete de nouveau rajoutes et les cellules ont etc incubees a 37" C. 
A des intervalles de 30 mn ou d'une heure, les culots des cellules ont 
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ete collectes et le niveau d'expression d*HLA-A2 a ete suivi en utilisant 
le mAb anti-HLA-A2 (MA2.1). 

Exemple 15 : Isolation de I'ARN et analyse Northern blot 

Les cellules ont ete soit maintenues a 37° C ou ont subi un choc 
thermique a 42° C pendant 2 heures avant recuperation par 
centrifugation. L'ARN total a ete extracte par lyse au guanidinium 
isothocyanate et a ete ultracentrifuge dans du chlorure de cesium. Des 
echantillons d'ARN total (15 ^ig) ont ete fractionnes dans un gel 
denaturant contenant 1% d'agarose-formaldehyde et ont ete transferees 
sur membranes de nylon Hybond-N+ en respectant les instructions du 
fabricant (Amersham France S.A, les Ulis, France). Le Northern blot a 
ete hybride avec une sonde specifique d'HSP70-2 (nucleotides 1955 a 
2159) et avec la sonde glyceraldehyde-3-phosphate-deshydrogenase 
(GAPDH). Toutes les sondes ont ete marquees avec dCTP p^p) (3000 Ci 
mmol-») en utilisant le Prime-IT"" II Random Primer labeling Kit 
(Stratagene). L'hybridation a ete realisee a 45° C pendant 16 heures 
avec la sonde d'HSP70-2 (10^ cpm/ml) et la sonde GAPDH (10^ 
cpm/ml). Les membranes ont ete lavees deux fois avec 2 x SSC a 
temperature ambiante, une fois pendant 45 mn avec 2 x SSC/0.1 % 
SDS a 62° C et une fois a 62° C pendant 10 mn avec 0,1 x SSC, avant 
autoradiographie a 80° C pendant 1 1 jours. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSTITUT GUSTAVE ROUSSY (IGR) 

(B) RUE: 39 RUE CAMILLE DESMOULINS 

(C) VILLE: 94805 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: VILLEJUIF CEDEX 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: COMPOSES PEPTIDIQUES D'HSP70 
(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 7 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: PatentIn Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 9 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

Ser Leu Phe Glu Gly lie Asp lie Tyr 
1 5 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 10 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 



Ser Leu Phe Glu Gly lie Asp lie Tyr Thr 
15 10 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 10 acides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3 

Ser Leu Phe Glu Gly He Asp Phe Tyr Thr 
15 10 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 37 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: AON (genomique) . 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4 
GGGCAAGCTT GGACTCAGAA TCTCCCCAGA CGCCGAG 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

<C) NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5 
GCCCTCTAGA TCTCAGTCCC TCACAAGGCA GCTGTC 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 
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(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iv) ANTI-SENS: NON 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: sonde HSP702A 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6 
GGGCAAGCTT AGTCTCAGAG CGGAGCCAAC 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iv) ANTI-SENS: OUI 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: sonde HSP70-2B 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7 
GCCCTCTAGA GTCCCAACAG TCCACCTCAA 
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REVENDICATIONS 

1. Compose peptidique caracterise en ce qu'il comporte au moins une 
sequence d'acides amines ayant au moins 80 % dTiomologie avec les 
acides amines entre les positions 286 et 294 d'HSP-70. 

2. Compose peptidique selon la revendication 1 caracterise en ce que 
Tacide amine a la position 293 est de preference Tisoleucine, la 
leucine, la valine, Talanine, la glycine, ou la phenylalanine, plus 
particulierement Tisoleucine. 

3. Compose peptidique selon la revendication 1 qui a au moins la 
sequence SEQ ID nM ou SEQ ID n°2 ou SEQ ID n°3. 

4. Compose peptidique selon Tune des revendications 1-3 caracterise 
en ce qu'il comporte au moins un element different des acides 
amines naturels. 

5. Fragment d'ADN codant au moins pour un fragment peptidique de 
Tune des revendications 1 a 3. 

6. Vecteur d'expression d'un fragment peptidique selon Tune des 
revendications 1 a 3 contenant le fragment d'ADN de la revendication 
5 fusionne a un promoteur fort et efficace dans les cellules 
eukaryotes, et/ou dans les cellules procaryotes, en particulier dans 
les cellules humaines. 

7. Vecteur d'expression selon la revendication 6 comprenant en outre 
un ou des marqueurs de selection et eventuellement une ou des 
sequences codantes pour des facteurs deactivation des defenses 
immunitaires, tels que des cjrtokines et/ou des lymphokines. 

8. Vecteur selon Tune des revendications 6 et 7 caracterise en ce qu'il 
s'agit d'un vecteur viral, d'un plasmide, ou d'un pseudo-vecteur. 

9. Cellules dendritiques chargees en composes peptidiques selon I'une 
des revendications 1-4. 

10. Cellules dendritiques transformees par le vecteur d'expression 
selon Tune des revendications 6 a 8. 

11. Cellules dendritiques selon Tune des revendications 9 a 10 
caracterisees en ce qu'elles font parties des macrophages. 
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12. Composition pharmaceutique comprenant un compose peptidique 
ou un melange de composes peptidiques selon I'une des 
revendications 1-4 et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

13. Composition pharmaceutique selon la revendication 12 
caracterisee en ce qu'elle comporte en outre un ou plusieurs 
adjuvants immunologiques, notamment des facteurs cytotoxiques 
des tumeurs. 

14. Composition pharmaceutique comprenant un vecteur d 'expression 
selon I'une des revendications 6 et 8 et un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

15. Composition pharmaceutique comprenant notament un fragment 
d'ADN selon la revendication 5 et un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

16. Composition pharmaceutique comprenant les cellules selon I'une 
des revendications 9 a 11 et un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable. 

17. Composition pharmaceutique selon I'une des revendications 12 a 
15 caracterisee en ce que le vehicule pharmaceutique est compatible 
avec une administration IV, subcutanee, orale, ou nasale. 

18. Composition pharmaceutique selon la revendication 17 
caracterisee en ce que le vehicule pharmaceutique est en outre un 
liposome, une nano-particule, ou une emulsion lipidiques, charges 
positivement ou negativement. 

19. Utilisation de la composition selon I'une des revendications 12 a 18 
pour la fabrication d'un medicament. 

20. Utilisation de la composition selon I'une des revendications 12 a 13 
et 17 a 18 pour la fabrication d'un medicament destine a une 
immunisation ex situ. 

21. Utilisation de la composition selon I'une des revendications 14 a 
18 pour la fabrication d'un medicament destine a une immunisation 
in situ. 

22. Utilisation de la composition selon I'une des revendications 12 a 18 
pour la fabrication d'un medicament destine au traitement du 
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cancer, en particulier des tumeurs solides, notamment des 
carcinomes, des melanomes, des neuroblastomes, des cancers du 
cou et de la tete, de preference des carcinomes du rein. 

23. Utilisation d'une composition selon Tune des revendications 12 a 
5 18 pour ^timuler les defenses immunitaires, en particulier pour 

augmenter la population des CTL des tumeurs et/ou induire la 
secretion par lesdits CTL de facteurs cytotoxiques tels que par 
exemple IL-2, IF-y et TNF. 

24. Utilisation d'une composition selon Tune des revendications 12 a 
10 18 pour la fabrication d'un medicament destine a stimuler les 

defenses immunitaires, en particulier pour augmenter la population 
des CTL des tumeurs et/ou induire la secretion par lesdits CTL de 
facteurs cytotoxiques tels que par exemple IL-2, IF-y et TNF. 

25. P^ocede de production d'un anticorps qui se lie au mutant HSP70- 
15 2-293, en particulier au mutant HSP70-2 1-293, comprenant les 

etapes consistant a : 

a) Immuniser un mammifere avec un compose peptidique selon Tune 
des revendication 1 a 3, 

b) Isoler un anticorps monoclonal qui se lie a HSP-70-2-293, 
20 particulierement a HSP70-2 1-293, dans un essai immunologique. 

26. Anticorps monoclonal qui se lie a HSP-70-2-293, particulierement 
a HSP70-2 1-293. 

27. Procede de detection de la mutation d'HSP70-2-293, en particulier 
de la mutation HSP70-2 1-293, comprenant les etapes consistant a : 

25 a) Mettre en contact un echantillon preleve chez un individu avec un 
anticorps monoclonal selon la revendication 26, 

b) permettre la formation du complexe anticorps- HSP70-2-293, 

c) detecter HSP70-2-293 au moyen d'un marqueur detectable dans le 
complexe ou qui se lie au complexe. 

30 28, Trousse de diagnostic comportant notamment un anticorps selon 
la revendication 26 pour la detection du cancer. 
29. Trousse de diagnostic comportant notamment un anticorps selon 
la revendication 26 pour le prognostique du cancer declare chez un 
individu. 
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30. Composition pharmaceutique comprenant notamment un 
anticorps monoclonal selon la revendication 26 et un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

31. Composition pharmaceutique selon la revendication 30 
caracterisee en ce qu'elle comporte en outre un ou plusieurs facteurs 
adjuvents immunologiques, notamment des agents cytotoxiques des 
tumeurs. 

32. Utilisation de la composition pharmaceutique selon I'une des 
revendications 30 a 31 pour la fabrication d'un medicament. 

33. Utilisation de la composition pharmaceutique selon I'une des 
revendications 30 a 3 1 pour la fabrication d'un medicament pour le 
traitement du cancer, en particulier pour le traitement des tumeurs 
solides, notamment des carcinomes, des melanomes, des 
neuroblastomes, des cancers du cou et de la tete, de preference des 
carcinomes du rein. 
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genetique. La presente invention a egalement pour objet un vecteur 
d'expression d'un fragment peptidique contenant un fragment d'ADN ci- 
dessus mentionne, fusionne a un promoteur fort et efficace dans les 
cellules eucaryotes, et/ou dans les cellules procaryotes, en particulier 
dans les cellules humaines. Le vecteur peut etre viral, plasmidique, ou un 
pseudo-vecteur et peut comporter des maxqueurs de selection et exprimer des 
adjuvants immunologiques tels que des cytokines et/ou des lymphokines. 
L'invention conceme egalement des cellules dendritiques chargees en 
composes peptidiques, et des cellules dendritiques transformees par le 
vecteur d'expression exprimant les fragments peptidiques. Ces cellules 
peuvent etre aussi des macrophages. Nestle et al, (1998), decrit une 
methode de vaccination qui consiste a charger les cellules dendritiques 
prises a un patient par des peptides antigeniques (en culture in vitro), 
et les injecter dans le systeme lymphatique de ce meme patient. Cette 
publication est incorporee dans la description par reference. 
Un autre aspect de l'invention porte sur une composition 
pharmaceutique, comprenant un compose peptidique mentionne ci- 
dessus ou un melange desdits composes peptidiques et en option un ou 
plusieurs facteurs cytotoxiques des tumeurs (cytokines, lymphokines) 
par exemple IL-2, IF-y et TNF, et/ou et un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. Une composition pharmaceutique de 
l'invention peut comprcndre ledit vecteur d'expression ou ledit fragment d'ADN 
mentionne supra et un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
Le vehicule pharmaceutique peut etre notamment un liposome, une nano- 
particule, ou une emulsion lipidiques, charges positivement ou negativement 
et etre compatible avec une administration IV, subcutance, orale ou nasale. 
Un autre aspect de l'invention porte sur I'utilisation desdites 
compositions pour la fabrication d'un medicament. Ledit medicament 
est notamment destine pour le traitement du cancer, en particulier des 
tumeurs solides, avantageusement des carcinomes, des melanomes, des 
neuroblastomes, des cancers du cou et/ou de la tete, de preference des 
carcinomes du rein. Plus specifiquement, il est avantageux d'utiliser les 
composition comprenant un ou des composes peptidiques pour la 
fabrication d'un medicament destine a une immunisation ex situ, et les 
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cancer, en particulier des tumeurs solides, notaxnment des 
carcinomes, des melanomes, des neuroblastomes, des cancers du 
cou et de la tete, de preference des carcinomes du rein. 

23. Utilisation d'une composition selon Tune des revendications 12 a 
18 pour augmenter en milieu de culture la population des CTL des 
tumeurs et/ou induire la secretion par lesdits CTL de facteurs 
cytotoxiques tels que par example IL-2, IF-y et TNF. 

24. Utilisation d'une composition selon Tune des revendications 12 a 
18 pour la fabrication d'un medicament destine a stimuler les 
defenses immunitaires, en particulier pour augmenter la population 
des CTL des tumeurs et/ou induire la secretion par lesdits CTL de 
facteurs cytotoxiques tels que par exemple IL-2, IF-y et TNF, 

25. Procede de production d'un anticorps qui se lie au mutant HSP70- 
2-293, en particulier au mutant HSP70-2 1-293, comprenant les 
etapes consistant a : 

a) Immuniser un mammifere avec un compose peptidique selon Tune 
des revendication 1 a 3, 

b) Isoler un anticorps monoclonal qui se lie a HSP-70-2-293, 
particulierement a HSP70-2 1-293, dans un essai immunologique. 

26. Anticorps monoclonal qui se lie a HSP-70-2-293, particulierement 
a HSP70-2 1-293, 

27. Procede de detection de la mutation d'HSP70-2-293, en particulier 
de la mutation HSP70-2 1-293, comprenant les etapes consistant a : 

a) Mettre en contact un echantillon preleve chez un individu avec un 
anticorps monoclonal selon la revendication 26, 

b) permettre la formation du complexe anticorps- HSP70-2-293, 

c) detecter HSP70-2-293 au moyen d'un marqueur detectable dans le 
complexe ou qui se lie au complexe. 

28. Trousse de diagnostic comportant notamment un anticorps selon 
la revendication 26 pour la detection du cancer. 

29. Trousse de diagnostic comportant notamment un anticorps selon 
la revendication 26 pour le prognostique du cancer declare chez un 
individu. 
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RCC.7 + WB.32mAb 
RCC-7 +B1^2 mAb 
RCC-7 * MAZ1 mAb 



Activite specifique lytique du clone 11C2 
centre la lign^e cellulaire autologue RCC-7 
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Secraion de TNF par le clone CTL-11C2 lors de la stimulation 
avec la lignee cellulaire autologue RCC-7 
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Cytotoxicite des CTL 11C2 sur de multiples 
lignees cellulaires allogeniques RCC 



FIG. 3 



Cabinet REGJMBEAU 

ORIGINAL 



4/8 




Stimulation du CTL 11C2 par les cellules 
co-transfectees temporairement avec 
r ADNc HLA-A*0201 autologue et TADNc A18 
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Lyse par CTL 11C2 de la lignee ceUulaire autologue 
transformee par EBV et incubee avec les peptides 
codes par HSP70-2 
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Induction de Texpression d*HLA-A2 sur les cellules 
T2 par les peptides antigeniques d'HSP70-2 



FIG.7 



8/8 



1 2 3 




Analyse Northern Blot 
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